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Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906) – вид-вселенец, успешно колонизировавший акваторию 
Чёрного и Азовского морей, несмотря на значительно меньший уровень солёности этих вод в сравнении 
с родным регионом. Методом светооптической микроскопии оценены морфологические и морфоме-
трические характеристики эритроцитов двустворчатого моллюска A. kagoshimensis при адаптации к 
гипо- и гиперосмотическим экспериментальным нагрузкам. Контрольную группу моллюсков содер-
жали при солёности 18‰. Экспериментальные группы – при 8, 14, 35 и 45‰. Снижение солёности 
достигалось путём разбавления морской воды дистиллированной со скоростью 1.5±0.5‰ в сутки. 
Для повышения солёности в аквариумы добавляли морскую соль. Солёность повышали со скоростью 
2.5±0.5‰ в сутки. Экспозиция – 2 дня. Установлено, что диапазон солёности 14–35‰ для анадары 
является естественным. Значительных изменений морфологии клеток в данных условиях не наблю-
дали. Вместе с тем нахождение в среде с уровнем солёности 8 и 45‰ вызывало явное напряжение: 
появлялись клеточные аномалии, менялись размерные характеристики эритроцитов. Однако лизиса 
клеток не происходило, значения удельной поверхности и ядерно-цитоплазматического отношения 
сохранялись. Это свидетельствует о способности анадары некоторое время существовать в регионах 
с экстремальными гипо- и гиперосмотическими условиями. 

Ключевые слова: анадара, эритроциты, гипо- и гиперосмотический стресс, светооптическая 
микроскопия, морфометрия.
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Введение
Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906) 

(далее анадара) – двустворчатый моллюск, 
который широко представлен в малакофауне 
Индо-Пацифики: прибрежных водах Индии, 
Шри-Ланки, Индонезии, Японии и Австра-
лии [Poutiers, 1998]. В Чёрное и Азовское 
море этот вид-вселенец был занесён вместе 
с балластными водами судов [Шиганова, 
2009]. Впервые анадара была обнаружена у 
берегов Кавказа в 1968 г. [Киселёва, 1992]. В 
последующие годы она массово колонизиро-
вала прибрежные воды Чёрного и Азовского 
морей и стала одним из доминирующих бен-
тосных видов [Revkov et al., 2008]. Широкому 
расселению способствовала высокая степень 
эврибионтности анадары. Показана её толе-
рантность к острым формам гипоксии (анок-

сии) [Андреенко и др., 2009; Soldatov et al., 
2021], сероводородному заражению [Soldatov 
et al., 2018]. Освоение азово-черноморского 
региона типично океаническим видом до-
пускает его способность к существованию в 
гипоосмотических условиях среды. Особен-
но это касается Азовского моря, где Anadara 
kagoshimensis получила широкое распростра-
нение [Zhivoglyadova et al., 2021]. Однако 
пределы осмотической толерантности её из-
учены недостаточно.

Известно, что морские двустворчатые 
моллюски являются типичными осмокон-
формерами [McFarland et al., 2013, Solan, 
Whiteley 2016]. Осмолярность их внутренней 
среды (гемолимфы) соответствует внешнему 
окружению. В этом случае решающее значе-
ние приобретает способность клеточных си-
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стем осмоконформера компенсировать гипо- 
или гиперосмотическую нагрузку. Удобными 
элементами для изучения процессов осмо-
регуляции являются клетки гемолимфы (ге-
моциты). У анадары они в массе представ-
лены эритроидными формами, что отличает 
её от других видов двустворок [Holden et al., 
1994; Morello et al., 2004]. Было показано, 
что снижение солёности приводит к умень-
шению общего числа гемоцитов у Anadara 
kagoshimensis, обитающей у берегов Китая. 
Однако при этом возрастала их фагоцитар-
ная активность, а также способность генери-
ровать АФК [Zhang et al., 2019]. В условиях 
эксперимента была изучена способность ге-
моцитов черноморской анадары реагировать 
на дефицит кислорода и сероводородное за-
ражение водной среды. При этом отмечали 
изменения формы, размеров клеток и их ядер, 
числа гранулярных включений, образование 
характерных аномалий и т. д. [Soldatov et al., 
2018, 2021]. Это означает, что гемоциты чув-
ствительны к условиям внешней среды и их 
можно использовать в качестве маркера со-
стояния организма моллюска в целом. 

В настоящей работе в условиях экспери-
мента in vivo предпринята попытка определе-
ния диапазона осмотической толерантности 
организма анадары. Исследуются эритроид-
ные элементы гемолимфы моллюска. Анали-
зируются их морфологические и морфоме-
трические характеристики в условиях гипо- и 
гиперосмотических нагрузок.

Материал и методика
Работа проводилась на двустворчатых 

моллюсках (A. kagoshimensis Tokunaga, 1906). 
Исследовано 50 особей (сырая масса вместе 
с раковиной ‒ 15.6±1.5 г, диаметр створки ‒ 
35.5±1.1 мм). Моллюсков отбирали осенью 
2020 г. в Чёрном море близ г. Севастополя 
(координаты точки сбора 44.60° с. ш., 33.44° 
в. д., температура воды 20 °С, солёность 
18.3 ‰, содержание кислорода 8.5 мг/л) и до-
ставляли в лабораторию в пластиковых кон-
тейнерах без воды. В лаборатории анадару 
рассаживали в аквариумы, плотность посад-
ки – одна особь на 3‒5 литров. В аквариумах 
поддерживались условия близкие к месту 
сбора материала: температура – 23.3±0.1 °С, 

солёность ‒ 18.2±0.02 ‰, pH ‒ 8.1±0.01, со-
держание кислорода – 7.7±0.1 мг/л. Содер-
жание кислорода и температуру воды оцени-
вали при помощи портативного оксиметра с 
температурным датчиком ST300D (Ohaus, 
США). Солёность и рН воды контролировали 
при помощи портативного кондуктометра-со-
лемера sensION 5 HACH (США) и рН-метра 
ST2100-F (Ohaus, США).

Для оценки диапазонов солёносной адап-
тации моллюсков разделили на 5 групп по 10 
особей в каждой. Контрольная группа содер-
жалась при солёности 18‰, эксперименталь-
ные при 8 ‰, 14 ‰, 35 ‰ и 45 ‰. Экспери-
ментальное снижение солёности (точки 14 ‰ 
и 8 ‰) достигалось путём разбавления мор-
ской воды дистиллированной со скоростью 
1.5±0.5‰ в сутки. После достижения необ-
ходимых значений солёности, моллюсков вы-
держивали в заданных экспериментальных 
условиях 2 суток. Для повышения солёности 
до 35 ‰ и 45 ‰ в экспериментальные аквари-
умы постепенно добавляли соль (Red sea salt, 
France). Солёность повышалась со скоростью 
2.5±0.5 ‰ в сутки. После достижения солё-
ности 35 ‰ (через 6 суток, без учёта перио-
да акклимации) и 45 ‰ (ещё через 4 суток) 
экспозиция в экспериментальных условиях 
составляла 2 суток. На протяжении всего экс-
перимента, включая период акклимации к 
лабораторным условиям, для удаления мета-
болитов ежедневно меняли воду, с сохранени-
ем значения солёности. Моллюсков кормили 
смесью микроводорослей Tetraselmis viridis 
(штамм IBSS–25) из коллекции Отдела био-
технологии и фиторесурсов ФИЦ ИнБЮМ. 
На каждые 50 л аквариумной воды вносили 
5‒10 мл взвеси микроводорослей. Темпера-
тура воды, содержание кислорода и значение 
рН поддерживались на уровне контроля в те-
чение всего экспериментального периода.

Гемолимфу для анализа отбирали сте-
рильным шприцем из экстрапаллиальной по-
лости моллюска, затем трижды отмывали в 
стерильной морской воде в течение 5 минут 
(500 g) и пропускали через фильтр с диаме-
тром ячейки 20 мкм для удаления агрегатов. 
После отмывки клетки концентрировали и го-
товили мазки. Окраску мазков проводили по 
комбинированному методу Паппенгейма [Зо-
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лотницкая, 1987]. Мазки анализировали при 
помощи светового микроскопа (Biomed PR-2 
Lum), оборудованного камерой (Levenhuk C 
NG Series). В программе ImageJ 1.44 p по фо-
тографиям измеряли большой (С1) и малый 
(С2) диаметры клеток (без учёта псевдопо-
дий) и их ядер (N1, N2).

На основании полученных значений рас-
считывали объём и площадь поверхности у 
отдельных клеток (Vc, Sc) и их ядер (Vn, Sn) 
[Новицкая, Солдатов, 2013]. Затем опреде-
ляли удельную поверхность клеток (Sc/Vc) и 
ядерно-цитоплазматическое отношение (Vn/
Vc). На каждом мазке подсчитывалось не ме-
нее 1000 клеток.

Нормальность распределения проверяли 
при помощи теста Колмогорова – Смирнова. 
Различия между группами анализировали с 
помощью программного обеспечения RStudio 
версия 4.1.0 (R Core Team, 2021). Данные 
анализировали с использованием дисперси-
онного анализа (ANOVA). Достоверность 
результатов проверяли при помощи критерия 

Тьюки с доверительным интервалом 95%. Ре-
зультаты выражены как среднее значение ± 
стандартная ошибка среднего.

Результаты
Выживаемость особей. Гипо- и гипе-

росмотическая нагрузка не вызвала гибели 
Anadara kagoshimensis. Створки раковины 
моллюска оставались приоткрытыми на про-
тяжении всех этапов эксперимента.

Морфология эритроцитов. На мазках 
были обнаружены эритроциты анадары, ко-
торые представляли собой крупные округлые 
клетки слегка вытянутой формы со средним 
диаметром большой и малой оси 16.2±0.1 
мкм и 13.3±0.1 мкм, соответственно (рис.1, 
C). Иногда встречались случаи образования 
псевдоподий. В цитоплазме присутствова-
ли множественные гранулярные включения. 
Ядро небольшое, диаметр осей – 5.0±0.03 
мкм и 3.7±0.03 мкм, располагалось ацентрич-
но. Окраска ядра базофильная, хроматин вы-
соко концентрирован. 

Рис. 1. Влияние уровня солёности на морфологические характеристики эритроцитов A. kagoshimensis: A – уровень 
солёности 8 ‰, B – уровень солёности 14 ‰, C – уровень солёности 18 ‰ (контрольный уровень), D – уровень 
солёности 35 ‰, E – уровень солёности 45 ‰. Линейка соответствует 10 мкм.
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В результате гипо- и гиперосмотического 
воздействия морфологические особенности 
эритроцитов претерпевали ряд изменений. 
При снижении солёности до 14 ‰ эритро-
циты и их ядра приобретали неправильную 
форму, зёрна при этом смещались ближе к 
ядру. Количество псевдоподий у клеток ста-
новилось меньше. Наблюдали появление в 
гемолимфе безъядерных клеток (рис. 1, B). 
При дальнейшем снижении солёности до 
8 ‰ описанные морфологические изменения 
сохранялись, кроме того, клетки набухали и 
начинали образовывать агрегаты, которые 
наблюдались по всей площади мазка (рис. 1, 
A). Однако увеличения численности эритро-
цитарных теней, которые отображают случаи 
лизиса, не наблюдали.

Увеличение уровня солёности до 35 ‰ 
также приводило к нарушениям формы кле-
ток и ядер, число псевдоподий у клеток уве-
личивалось. Зёрна концентрировались вокруг 
ядра (рис. 1, D). Однако при дальнейшем по-
вышении солёности до 45 ‰ форма клеток 
вновь становилась округлой, а зёрна распола-
гались равномерно вокруг ядра. Псевдоподии 
у клеток практически не наблюдались (рис. 1, 
E). Роста числа эритроцитарных теней также 
не отмечали.

Линейные размеры клеток. Изменения 
уровня солёности морской воды статистиче-
ски значимо влияли на размерные характери-
стики клеток (рис. 2, A, B). Снижение солёно-
сти привело к возрастанию длины большой и 
малой оси клеток, которая составила 17.1±0.1 

Рис. 2. Влияние уровня солёности на размерные характеристики эритроцитов и их ядер у A. kagoshimensis: A ‒ длина 
большой оси клетки, B ‒ длина малой оси клетки, C ‒ соотношение длин большой и малой осей клетки, D ‒ длина 
большой оси ядра, E ‒ длина малой оси ядра, F‒ соотношение длин большой и малой осей ядра. * – существуют 
достоверные различия между опытной и контрольной группой (p<0.05).
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мкм и 14.2±0.1 мкм при уровне солёности 
воды 8 ‰. Увеличение солёности воды до 
35 ‰ вызвало некоторое уменьшение длины 
большой оси (15.5±0.1 мкм) на фоне роста 
малой оси (13.4±0.1 мкм), однако при солё-
ности воды 45 ‰ длина обеих осей возрас-
тала (17.2±0.2 мкм и 14.5±0.1 мкм). Значения 
в крайних точках, соответствующих 8 ‰ и 
45 ‰ солёности, были на 6‒8% выше кон-
трольных значений (p<0.05). Отношение осей 
С1/С2 в ходе эксперимента существенно не 
изменялось и находилось на уровне 1.1‒1.3 
(рис. 2, C).

Линейные размеры ядра. Изменения пре-
терпевали и размерные характеристики ядер 
эритроцитов (рис. 2, D, E). Снижение уровня 
солёности воды до 14 ‰ вызвало набухание 
ядер: длина большой и малой оси возросла до 

5.5±0.04 мкм и 4.1±0.04 мкм, соответственно. 
Дальнейшее опреснение (8 ‰) сопровожда-
лось некоторым снижением этих значений 
до 5.15±0.03 мкм и 4.1±0.02 мкм. Засоление 
воды привело к росту большой и малой оси 
ядра, и при её солёности 45‰ эти длины со-
ставили 5.3±0.1 мкм и 4.1±0.04 мкм, соответ-
ственно. В крайних точках, соответствующих 
солёности 8 ‰ и 45 ‰, размеры большой и 
малой осей ядра (N1, N2) были на 4‒7% боль-
ше контрольных значений (p<0.05). Соотно-
шение осей ядра (N1/N2) в ходе эксперимен-
та при всех солёностях воды находилось на 
уровне 1.2‒1.5 (рис. 2, F).

Объёмные характеристики эритро-
цитов и их ядер. Рост диаметра большой 
и малой оси в условиях гипоосмотической 
нагрузки привёл к закономерному увеличе-

Рис. 3. Влияние уровня солёности на расчётные характеристики эритроцитов и их ядер у A. kagoshimensis: A ‒ 
объём эритроцитов, B ‒ объём ядра эритроцитов, C ‒ ядерно-цитоплазматическое отношение, D ‒ общая площадь 
поверхности эритроцитов, E ‒ удельная площадь поверхности эритроцитов. * – существуют достоверные различия 
между опытной и контрольной группой (p<0.05).
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нию объёма эритроцитов (Vc) (рис. 3, A). При 
солёности воды 8 ‰ Vс составил 529.4±8.4 
мкм3, что на 19% выше уровня контроля 
(p<0.05). Гиперосмотическая нагрузка вна-
чале приводила к некоторому снижению 
объёма до 420.4±7.6 мкм3 при 35 ‰, а затем 
к его росту до 547.3±12.1 мкм3 при солёно-
сти воды 45 ‰, что на 23% выше контроль-
ных значений (p<0.05). Объём ядра (Vn) уве-
личился на треть в условиях минимальной и 
максимальной солёности и составил 47.3±0.8 
мкм3 и 48.9±1.3 мкм3 при солёностях воды 
8 ‰ и 45 ‰, соответственно (p<0.05) (рис. 3, 
B). При этом максимальное значение объёма 
ядра (52.2±1.2 мкм3) регистрировали при со-
лёности воды 14 ‰. Изменения объёма ядра 
были количественно сопоставимы с измене-
нием объёма клеток, о чём свидетельствует 
отсутствие существенных различий между 
значениями ядерно-цитоплазматического 
отношения Vn/Vc у контрольной и опытных 
групп (рис. 3, C).

Общая и удельная площадь поверхности 
эритроцитов. Общая площадь поверхности 
эритроцитов (Sс) возрастала в гипоосмотиче-
ских условиях и составила 804.2±12.9 мкм2 

при 8 ‰. В гиперосмотических условиях Sс 
вначале несколько снижалась при 35 ‰, а 
затем увеличивалась до 829.9±17.9 мкм2 при 
45 ‰ (рис. 3, D). В крайних точках, соответ-
ствующих 8 ‰ и 45 ‰, общая площадь по-
верхности эритроцитов была выше в 1.2 раза 
в сравнении с контрольными значениями 
(p<0.05). Удельная поверхность клетки Sc/Vc 
оставалась на уровне 1.5 мкм-1 в ходе экспе-
римента (рис. 3, E).

Обсуждение результатов
Из представленной выше информации не-

обходимо акцентировать внимание на следу-
ющих моментах, которые стоит обсудить:

– гипоосмотическая нагрузка сопрово-
ждалась устойчивым ростом среднеклеточ-
ного объёма клеток красной крови и их ядер;

– аналогичные изменения наблюдали и в 
условиях гиперосмотических нагрузок; при 
этом увеличение объёма клеток было более 
выраженным (до 23%);

– морфологические изменения эритроид-
ных форм были незначительны и сводились 

в основном к изменению формы клеточных 
ядер, дислокации зернистых включений, из-
менению числа псевдоподий; агрегирование 
клеток отмечали только при 8 ‰, при этом 
образования эритроцитарных теней не на-
блюдали.

Увеличение объёма эритроцитов в гемо-
лимфе анадары в условиях гипоосмотиче-
ской нагрузки ожидаемо, ввиду гидратации 
гемолимфы и цитоплазмы клеток, что обыч-
но происходит в организме осмоконформеров 
[Bregante et al., 2016]. Однако оно составило 
не более 19%, что допускает развитие процес-
сов, направленных на снижение клеточного 
объёма (regulatory volume decrease, RVD). В 
основе данного процесса может лежать кати-
онно-анионный обмен на уровне клеточных 
мембран по схеме: K+-Cl- симпорт и (или) K+-
H+ антипорт [Cossins, Gibson, 1997]. В обоих 
случаях из клетки выводится осмотически 
связанная вода. В отношении гемоцитов ми-
дий допускается первый процесс [Bregante et 
al., 2016]. Не исключается из внимания и вы-
ведение органических осмолитов, таких как 
таурин и бетаин [Jackson et al., 1994; Torre et 
al., 2013].

При гиперосмотической нагрузке реакции 
организма были более сложными. Нагрузка 
средней интенсивности (35 ‰) сопровожда-
лась незначительным уменьшением клеточ-
ного объёма гемоцитов, без какой-либо его 
последующей коррекции. Эта реакция впол-
не естественна, ввиду гипертонии гемолим-
фы. Однако нахождение в среде при солё-
ности 45‰ сопровождалось существенным 
увеличением объёма клеток красной крови. 
Это можно объяснить только процессами ре-
гуляторного увеличения объёма (regulatory 
volume increase, RVI). В основе этого может 
лежать вход гидратированных ионов в клет-
ку: Na+/Н- обменник, а также Na+, K+ и Cl− 
котранспорт [Cossins, Gibson, 1997]. 

Можно допустить развитие процессов ос-
морегуляции по типу RVD и RVI на уровне 
эритроцитов анадары при адаптации к гипо- 
и гиперосмотическим условиям среды. Од-
нако, в таком случае, эти процессы далеки от 
совершенства. Это видно из того, что клеточ-
ный объём не возвращается к исходным зна-
чениям. В то же время, развития каких-либо 
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существенных клеточных аномалий не про-
исходит. Главное, в гемолимфе не отмечалось 
повышение числа эритроцитарных теней, ко-
торые фактически представляют собой разру-
шенные клетки. Это можно объяснить только 
высокой осмотической стойкостью клеток 
красной крови, которая была зарегистриро-
вана для эритроцитов анадары ранее [Но-
вицкая, Солдатов, 2011]. Последнее отражает 
высокую эластичность цитоплазматической 
мембраны клеток, что скорее является след-
ствием особенностей их фосфолипидного со-
става.

Из представленной информации следует, 
что диапазон солёности 14‒35 ‰ лежит в пре-
делах диапазона осмотической толерантности 
анадары. Об этом свидетельствует отсутствие 
заметных изменений в морфологии и морфо-
метрии клеток красной крови. Нахождение в 
среде, имеющей солёность 8 и 45 ‰, вызы-
вает некоторое напряжение. Оно выражается 
в увеличении объёма клеток красной крови, 
что свидетельствует о несовершенстве про-
цессов осморегуляции по типу RVD и RVI. 
Это в значительной степени компенсируется 
высокой осмотической стойкостью эритроид-
ных клеток. При этом удельная поверхность 
клеток красной крови сохраняется, что важно 
для полноценного выполнения респиратор-
ной функции гемолимфы. Все эти адаптивные 
механизмы, по-видимому, позволяют анадаре 
успешно осваивать гипоосмотические аква-
тории Чёрного и Азовского морей [Revkov et 
al., 2008; Zhivoglyadova et al., 2021], а также 
некоторое время выдерживать крайне низкие 
(8 ‰) и высокие (45 ‰) значения солёности 
водной среды. 

Заключение
Таким образом, диапазон солёности воды 

14‒35 ‰ для организма анадары является 
зоной функционального комфорта. Об этом 
свидетельствует отсутствие значительных из-
менений морфологии и морфометрии у кле-
ток красной крови. Границами осмотической 
толерантности данного вида, по-видимому, 
являются солёности воды 8 и 45 ‰. При та-
ких величинах отмечается значительное из-
менение линейных и объёмных характери-

стик эритроидных элементов, появляется ряд 
клеточных аномалий (форма ядер, локализа-
ция зернистых включений, изменение числа 
псевдоподий) и существенно увеличивается 
клеточный объём. Однако разрушения клеток 
не происходит, что свидетельствует в пользу 
их высокой осмотической стойкости. Сохра-
няется и удельная поверхность эритроцитов. 
Это означает, что организм анадары в течение 
некоторого времени способен выдерживать 
пребывание в условиях экстремальных гипо- 
и гиперосмотических нагрузок.  
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ADAPTATION OF ANADARA KAGOSHIMENSIS (TOKUNAGA, 1906) 
TO HYPO- AND HYPEROSMOTIC ENVIRONMENTAL CONDITIONS: 

HEMOCYTE RESPONSE
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Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906) is an invasive species that has successfully colonized the 
waters of the Black Sea and the sea of Azov, despite the significantly lower salinity level of these waters in 
comparison with the native region. The morphological and morphometric characteristics of bivalve mollusk 
A. kagoshimensis erythrocytes were analyzed by light microscopy during adaptation to hypo- and hyperos-
motic experimental conditions. The control group of mollusks was kept at 18‰ salinity. Experimental groups 
were acclimated to 8, 14, 35 and 45 ‰ salinity. A decrease of salinity was achieved by diluting seawater 
with distilled water at a rate of 1.5±0.5 ‰ per day. Sea salt was added to each aquarium to increase salinity. 
Salinity was increased at a rate of 2.5±0.5 ‰ per day. Exposure period was 2 days. It has been shown that 
the salinity range of 14–35 ‰ is natural for ark clam. No significant changes in cell morphology were ob-
served under these conditions. At the same time, environmental salinity levels of 8 and 45‰ caused obvious 
stress: cellular anomalies appeared, and the linear characteristics of erythrocytes were changed. However, 
cell lysis did not occur, the values of the specific surface area and nuclear-cytoplasmic ratio did not change. 
The results of the present work indicate the ability of the arc clam to exist for some time in regions with 
extremely low and high salinity of the aquatic environment.

Keywords: ark clam, erythrocytes, hypo- and hyperosmotic stress, light optical microscopy, morphometry.


